
Effect of Exogenous Trehalose on the Solvent Tolerance of Pseudomonas sp. 
BCNU 106

Hye Jung Choi
1
, Bo Ra Lim

1
, Sang-Chul Ha

2
, Gi-Seok Kwon

3
, Dong Wan Kim

4
 and Woo Hong Joo

1
*

1
Department of Biology and Chemistry, Changwon National University, Changwon 51140, Korea 

2Department of Confectionery Decoration, Daegu Mirae College, Gyeongsan 38607, Korea 
3Department of Medicinal Plant Resources, Andong National University, Andong 36729, Korea  
4
Department of BioHealth Sciences, Changwon National University, Changwon 51140, Korea

Received December 28, 2016 /Revised February 13, 2017 /Accepted February 15, 2017

To some extent, the growth of solvent-tolerant Pseudomonas sp. BCNU 106 is limited by toxic solvents. 
Therefore, various strategies to overcome this limitation need to be investigated. One such strategy 
is to use exogenous trehalose. The highest intracellular trehalose content of 181.88 mM was measured 
at 12 hr. The extracellular trehalose content decreased rapidly within 12 to 16 hr in the presence of 
cyclohexane. Moreover, the number of Pseudomonas sp. BCNU 106 cells grown in Luria-Bertani (LB) 
broth supplemented with 0.1 M trehalose in the presence of 1%(v/v) cyclohexane, hexane, pro-
pylbenzene, and m-xylene increased 89.94-, 89.72-, 91.25-, and 118.9-fold, respectively, in comparison 
to the control level. High survival rates of 80% and 90% were observed in the presence of cyclohexane 
and hexane by the addition of 0.05 M trehalose for up to 4 hr, respectively. Exogenously-added treha-
lose was transported into the cells, and it conferred protection against cyclohexane, hexane, pro-
pylbenzene, and m-xylene. Adding exogenous trehalose to the growth medium improved the tolerance 
of Pseudomonas sp. BCNU 106; thus, it  is a potential biocatalyst for biotransformation and biodegradation.
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서   론

키랄 약물, 화장품, 바이오연료 및 정밀화학 등 생명공학 

산업에서는 친환경적이면서 경제적인 공정이 요구되고 있다. 

다양한 미생물 기원의 산업적 효소는 비수계 시스템에서 이러

한 요구에 부합하며 지속적으로 활용 가능한 기술로써 각종 

산업제품 생산에 있어서 사용이 증대되고 있는 추세이다[6, 

8].

미생물이 생산하는 효소는 활성, 안정성 및 선택성에 기초

하여 특정 전환반응에 사용될 수 있으며, 기질의 용해도가 반

응 속도를 결정하고 생합성 반응에서 생산 수율을 증가시킨다

[19]. 특히, 소수성인 유기용매에서 생체 촉매로 기능할 수 있

는 리파아제 및 에스테라아제는 합성에 유리한 열역학적 평형

의 이동, 소수성 기질의 사용, 용매에 의한 효소 선택성의 조

절, 수계에서의 부반응 억제, 효소의 열 안정성 향상 및 오염 

가능성을 최소화 시키는 등의 새로운 기능성을 가지고 있는 

것으로 알려져 있다[9]. Pseudomonas sp. S5, Bacillus sphaericus 

205y 및 Arthrobacter nitroguajacolicus Ru61로부터 생산된 효소

는 소수성이 높은 hexadecane과 같은 용매의 첨가에 의해 불

활성화되는[15, 16] 반면에 이들 균주가 생산하는 리파아제의 

경우는 유기용매의 첨가에도 효소 활성이 유지되는 것으로 

보고되고 있다[11]. 그러나 이러한 장점은 비수계 시스템에서 

유기용매에 의해 쉽게 변성되어 촉매 작용을 잃기 때문에 낮

은 안정성 및 활성으로 인해 제한되며, 따라서 비수계 시스템

에서 안정한 효소에 대한 연구가 필요하다.

유기 용매는 세포막에 결합하여 막을 파괴시키고 장벽의 

투과성을 감소시켜 세포 대사 손상 및 성장 억제를 초래하며 

나아가 세포 사멸을 초래할 수 있으나 유기 용매 내성 세균은 

이러한 독성 용매의 존재하에서도 생존이 가능하다[7, 17]. 많

은 연구에 의해 유기용매 내성 세균이 생산하는 효소는 유기

용매 존재하에서 안정적이며, 비극성 기질의 용해도 증가 및 

물에서의 부반응의 억제 등 많은 이점이 있음이 보고되어 있

다[9]. 그럼에도 불구하고 많은 요인들은 유기용매하에서 효소

의 촉매 기능에 불리하게 작용하므로 이러한 비수계에서 낮은 

효소 활성을 극복하기 위한 기술의 개발이 절실히 요구된다.

유기용매 내성 Pseudomonas sp. BCNU 106 균주는 hexane, 

toluene 및 xylene 등 독성 유기용매에 내성을 보이는 세균으

로[2], 이 균주가 생산하는 리파아제는 고농도 xylene, hexane, 

octane, toluene, chloroform 및 dodecane에서 활성을 보이며 

안정한 것으로 보고되어 있다[1]. 트레할로스는 두 개의 포도

- Note -
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Fig 1. Time course of trehalose contents and growth curves of Pseudomonas sp. BCNU 106 on LB broth supplemented with 0.05 

M trehalose in the presence of 1%(v/v) cyclohexane (A), hexane (B), propylbenzene (C) and m-xylene (D). Viable cells were 

estimated by plating cells on agar plates. Trehalose contents were measured by enzymatic glucose assay. (○) viable cell, 

(■) trehalose in cell and (●) trehalose in medium. Data are mean values of three independent experiments. 

당이 α,α-1,1-글리코시드 결합으로 연결된 비환원당으로 세균, 

효모, 균류 및 다수의 무척추 동물을 포함하여 다양한 종에 

존재한다. 이것은 탄소원으로서의 역할, 스트레스 조건하에서 

생체 분자를 보호하는 작용 및 세포벽 구성 성분으로써 중요

한 역할을 담당하고 있다[5, 18].

따라서 본 연구에서는 비수계 생물전환 반응, 생물정화 및 

폐수 처리 시스템에 적용 가능성을 높이고자 트레할로스를 

첨가함으로써 유기용매 내성 세균의 고밀도 배양을 실시하였

으며, cyclohexane, hexane, propylbenzene 및 m-xylene 존재

하에서 생존력이 증대됨을 확인함으로써 다양한 용매에서의 

생물전환 공정에서 잠재적인 생물촉매로 적용될 수 있는 가능

성을 확인하여 보고하고자 한다. 

재료 및 방법

균주 및 배양조건

유기용매 내성 Pseudomonas BCNU 106은 0.01 M MgCl2가 

첨가된 LB 배지(pH 7.0)에서 37°C, 16 hr 동안 전배양한 뒤 

실험에 사용하였다. 전배양액 1%(v/v)를 0.05 M trehalose와 

1% cyclohexane, hexane, propylbenzene 및 m-xylene이 각각 

첨가된 새로운 LB 배지에 접종하였고 대조군으로는 1% 유기

용매만 첨가된 배지에 배양액을 접종하였다. 배양 후 1 ml을 

채취하여 원심분리(10,000 g for 10 min)하여 saline buffer로 

두 번 세척한 뒤, 1 ml의 phosphate-buffered saline (PBS, 0.1 

M phosphate buffer, pH 7.4, 0.15 M NaCl)에 재현탁하였고 

단계별 희석을 통해 생균수를 측정하였다.

Cell-free extracts 준비 및 트레할로스 함량 측정

배양액은 원심분리(10,000 g for 10 min)하여 균체와 상등액

을 분리하였으며, glucose assay kit (Sigma-Aldrich)를 사용하

여 540 nm에서 흡광도를 측정함으로써 세포내·외 트레할로스 

함량을 정량하였다. 세포내 트레할로스 함량 측정을 위해 균

체(1 g wet wt)를 saline buffer로 두 번 세척한 뒤, 1 ml의 

distilled water (DW)에 첨가하여 95°C에서 20분간 반응시킨 

후 원심분리하여 상등액을 시료로 사용하였다. 세포외 트레할

로스 함량은 3 ml의 배양 상등액에 1 ml의 DW를 첨가하여 

같은 방법으로 시료를 준비하였다. 그리고 다음 식을 사용하

여 트레할로스 함량을 계산하였다. 

mg Glucose = (A540 of test)(mg glucose in standard)/(A540 

of blank)

용매에 대한 내성 측정

0.05 M 및 0.1 M 트레할로스가 첨가된 LB 배지에 1% cyclo-

hexane, hexane, propylbenzene 및 m-xylene을 각각 첨가하고 
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Fig. 2. Effect of exogenous trehalose concentration on growth rate of Pseudomonas sp. BCNU 106 in 1%(v/v) cyclohexane (A), hexane 

(B), propylbenzene (C) and m-xylene (D). The cells grown in LB broths supplemented with 0.05, or 0.1 M trehalose were 

harvested at different growth phases. Cells were washed and suspended in 10 ml 0.1 M potassium phosphate buffer in 

the presence of 1% organic solvent at room temperature for 10 hr. (□ White bars) control, (■ grey bars) 0.05 M trehalose 

and (■ black bars) 0.1 M trehalose. Data are mean values of three independent experiments. Vertical segments represent 

SD. Letters above vertical bars indicate significant differences among experiments (p<0.05).

8 hr, 12 hr 및 24 hr 배양하였으며, 대조군으로 1% 용매만 

첨가된 균 배양액을 사용하였다. 원심분리(10,000 g for 10 

min) 후, 균체는 0.1 M PBS (pH 7.0)로 두 번 세척하고 10 

ml의 0.1 M PBS에 재현탁한 뒤 1% 유기용매를 각각 첨가하고 

실온에서 10 hr 정치 배양하였다. 단계별 희석을 통해 생균수

를 측정함으로써 용매에 대한 내성을 확인하였다. 

결과 및 고찰 

다양한 유기용매 존재하에서 생존율과 세포내·외 트레할로

스 함량

0.05 M 트레할로스가 든 배지에 1% cyclohexane, hexane, 

propylbenzene 및 m-xylene을 각각 첨가하여 배양한 후 생균

수 및 세포내·외 트레할로스 함량을 측정하였다(Fig. 1). 12시

간 배양했을 때 대수증식기에 도달했으며, 생존율은 cyclo-

hexane, hexane, propylbenzene 및 m-xylene 순으로 2.85× 

1011, 3.45×1011, 2.56×1011 및 1.9×1011 CFU/ml로 조사되었다. 

Cyclohexane의 존재하에서 세포외 트레할로스는 서서히 감소

하다가 12시간에서 16시간 사이에 가장 급격하게 감소하는 

것으로 나타났다. 세포내 트레할로스 함량은 12시간에 181.88 

mM로 가장 높게 나타났고 이후 감소하는 것으로 조사되었으

며, hexane, propylbenzene 및 m-xylene에서도 cyclohexane과 

유사한 경향을 보이는 것을 확인하였다. Pseudomonas BCNU 

106은 이전 보고에서 1% toluene 조건하에서 트레할로스를 

첨가했을 때의 세포 생존율이 용매만 첨가했을 때 보다 좋은 

것으로 확인되었고, 세포외 트레할로스는 8시간에서 12시간 

사이에 급격히 감소하였고, 세포내 함량은 12시간 배양했을 

때 가장 높은 것으로 보고되어 유사한 경향이 확인되었다[10].

용매 스트레스에 대한 트레할로스의 영향 

Pseudomonas sp. BCNU 106 균주로 도입된 트레할로스가 

세포 생장에 미치는 영향을 알아보기 위해 1% cyclohexane, 

hexane, propylbenzene 및 m-xylene 조건하에서 0.05 M 및 

0.1 M 트레할로스를 첨가하여 8시간, 12시간 및 16시간 배양하

였다. 각 시간별로 생균수를 측정한 결과, 0.1 M 트레할로스 

첨가군이 용매만 첨가한 대조군에 비해 생존율이 월등히 높았

으며 특히, 대수증식기 후기인 12시간 배양 후 수집된 세포의 

생존율은 대조군에 비해 cyclohexane, hexane, propylbenzene 

및 m-xylene 순으로 각각 89.94, 89.72, 91.25 및 118.9배 높은 

것으로 확인되었고 이후 감소하는 경향을 보였다(Fig. 2). 또한 

트레할로스는 농도 의존적으로 고농도를 첨가했을 때 용매 

스트레스에 대한 내성이 강한 것으로 확인되었다. 미생물 생
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Fig. 3. The relative survival rate of Pseudomonas sp. BCNU 106 grown in LB broths supplemented with 0.05, or 0.1 M trehalose 

in the presence of 1%(v/v) cyclohexane (A), hexane (B), propylbenzene (C) and m-xylene (D). The cells were harvested 

at the late-exponential phase (12 hr) in LB broths supplemented with 0.05, or 0.1 M trehalose, and their survival (%) was 

determined in the presence of 1% organic solvent up to 10 hr. (●) control, (□) 0.05 M trehalose and (▲) 0.1 M trehalose. 

Data are mean values of three independent experiments. Vertical segments represent SD

촉매는 고농도 탄수화물 기질 및 축적된 산물로부터 삼투압 

및 화학적 스트레스를 견딜 수 있어야 하며, 동·식물 및 미생물

은 glutamate, betaine, proline 및 trehalose와 같은 세포내 호

환성 삼투물질을 사용하여 이러한 스트레스에 대응하는 것으

로 알려져 있다[3, 4, 14].  

트레할로스 농도가 생존에 미치는 영향

0.05 M 및 0.1 M 트레할로스가 첨가된 LB 배지에 1% cyclo-

hexane, hexane, propylbenzene 및 m-xylene을 각각 첨가하고 

배양하면서 2시간 간격으로 생균수를 측정함으로써 트레할로

스가 생존에 미치는 영향을 확인하였다. 트레할로스 첨가없이 

용매만 첨가한 대조군의 생존 세포수는 트레할로스를 첨가했

을 때와 비교했을 때 모든 용매에서 급격하게 감소하는 경향

을 보였으며, 트레할로스를 첨가했을 때는 농도 의존적으로 

서서히 감소하는 것으로 확인되었다(Fig. 3). 특히, hexane에서

는 0.05 M 트레할로스 첨가시 4시간까지 90% 이상의 높은 

생존율을 보였으며, cyclohexane에서는 0.05 M에서 80% 이상

의 생존율이 확인되었고, propylbenzene과 m-xylene 존재하

에서도 0.1 M 트레할로스 첨가시 80% 이상의 생존율을 가지

고 있는 것으로 조사되었다. 

P. aeruginosa LST-03은 소수성이 높은 n-decane 및 n-octane

에서 높은 리파아제 활성을 보인 반면에 p-xylene, methanol, 

toluene 및 ethanol에서는 리파아제 활성이 감소되는 것으로 

보고되고 있으며[12], Rhodococcus spp.는 benzene, n-alkanes 

및 alcohol 존재하에서 리파아제 활성이 있음이 보고됨으로써

[13] 리파아제 및 이를 생산하는 미생물은 용매에 대한 감수성

이 다양한 것이 확인되고 있다. 

본 연구에서 용매는 대체로 용매의 독성에 비례하여 세포 

생장에 영향을 미치는 것으로 나타났으며, 트레할로스를 첨가

함에 따라 생존율이 월등히 향상되는 것을 확인하여 배양시 

트레할로스를 첨가함으로써 다양한 용매에 대한 스트레스로

부터 균주를 보호할 수 있을 것으로 판단된다. 따라서 다양한 

생명공학 산업, 특히 비수계 시스템에서 미생물 효소를 활용

하기 위해 트레할로스를 첨가하여 유기용매 내성 세균의 고밀

도 배양을 가능하게 함으로써 유기용매 조건하에서도 낮은 

효소 활성을 극복할 수 있을 것으로 판단된다. 또한 각종 유기

용매에서의 고밀도 배양과 높은 생존율 향상을 경제적으로 

할 수 있는 방안의 하나로 트레할로스 첨가의 중요성을 확인

함으로써 각종 유기용매에서의 생물전환 반응에 유기용매내

성 세균을 직접 생물촉매로 사용할 수 있는 가능성을 확인할 

수 있었다. 유기용매에 따라 생물전환 반응의 효율이 상이하

므로 무엇보다 각종 유기용매에서의 생존율 확보와 고밀도 
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배양이 생물전환 반응에서 가장 기반이 되는 기술이다. 본 연

구결과에 기초하여 추후 각종 유기용매에서의 생물전환 반응

에 대하여 검토가 필요하며 나아가 반응 효율과 반응 최적화

에 대한 연구도 필요하다.
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초록：유기용매 내성 Pseudomonas sp. BCNU 106 균주의 외인성 트레할로스의 영향

최혜정1․임보라1․하상철2․권기석3․김동완4․주우홍1*

(1창원대학교 생물학화학융합학부, 2대구미래대학교 제과데코레이션과, 3안동대학교 생약자원학과, 4창원대학교 
생명보건학부)

유기용매 내성 Pseudomonas sp. BCNU 106은 독성 용매에 의해 일부 생장이 제한되므로 다양한 생존전략이 

필요하다. 이러한 한계를 극복하기 위한 하나의 전략으로 외인성 트레할로오스를 사용하는 것이다. Cyclohexane 

존재하에 세포내 트레할로스 함량은 12시간 배양했을 때 181.88 mM로 가장 높게 측정되었고, 세포외 트레할로스 

함량은 12시간에서 16시간 사이에 급격하게 감소하였다. 또한 1%(v/v) cyclohexane, hexane, propylbenzene 및 

m-xylene 존재하에 0.1 M 트레할로스가 첨가된 LB 배지에서 Pseudomonas sp. BCNU 106 균주의 생장은 트레할로

스가 첨가되지 않은 대조군에 비해 각각 89.94, 89.72, 91.25 및 118.9 배 증가하였으며, cyclohexane 및 hexane 존

재하에서 0.05 M 트레할로스를 첨가했을 때 4시간 동안 각각 80과 90% 이상의 높은 생존율을 보였다. 이는 배지

에 첨가된 트레할로스가 세포 내로 이동하면서 cyclohexane, hexane, propylbenzene 및 m-xylene 스트레스에 대

해 방어작용을 한 것으로 보인다. 따라서 성장배지에 트레할로스를 첨가함에 따라 Pseudomonas sp. BCNU 106의 

유기용매 내성이 향상되어 생물전환 및 생물분해에 대한 잠재적인 생물촉매로 사용 가능할 것이다.


